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ESTABLISHMENT OF TWO RENAL CANCER CELL LINES
Junro MURAKI, Yasuhiro  SUGAYA, Minoru KOBAYASHI, Shin-ichi HASHIMOTO,
Tatsuo MORITA, Yutaka KOBAYASHI and Akihiko TOKUE
From the Department of Urology,  fichi Medical School
Masaaki NAKAZONO
From the Department of Urology, Tochigi Cancer Center
   Two renal cell carcinoma (RCC) cell lines, JMSU2 and JMSU3, derived from the primary sites of 
mixed cell type and spindle cell type RCC, respectively, have been established and maintained for 31 
and 22 months. Karyotypic analysis revealed human karyotypes with  modal numbers of 84 and 55, 
respectively. Consistent chromosomal bnormalities were  1p  +,  3p—, 6q— or  8p— in the JMSU2 
cells and  1p—  , inv  (5p  +  q—) or loss of sex chromosome in the JMSU3 cells. Electron microscopy 
revealed abundant glycogen granules, lipid droplets and microvilli. 
   The JMSU3 cells transplanted to nude mice produced tumors with a spindle cell pattern similar to 
that of the original tumor. High concentrations ofcytokines, such as interleukin-6 (145,000 pg/ml), 
interleukin-8 (35,300 pg/ml) and granulocyte-colony stimulating factor (6,340 pg/ml), were detected in 
the culture supernatant of the JMSU3 cells.  Interleukin-1P  (IL-l/3) dose-dependently inhibited the 
proliferation of the JMSU2 and JMSU3 cells in culture. Tumor cytotoxic factor/hepatocyte growth 
factor (TCF/HGF) dose-dependently enhanced JMSU3 cell proliferation, but suppressed JMSU2 cell 
proliferation. 
   These findings suggest hat  IL-1/3 and TCF/HGF have regulatory roles in the proliferation of 
RCC. 
                                            (Acta Urol. Jpn.  43: 177-183, 1997) 







殖 に強 く関わ り合っている可能性は高い,IL-6が腎
細胞癌において自己増殖因子である報告 もあるが,一
方で否定的な意見 もあ り確定的な結論は導 き出されて
いない.わ れわれは,今 まで2種 の腎癌細胞株を樹立
し,イ ンターロイキ ン1β(IL-1β)やIL-6などの炎
症性サ イ トカイン産生についての検討 を行って き
た2--4)今回,わ れわれは新たに2種類の新 しい腎癌
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細胞株 を樹立 し,種 々のサ イ トカイ ン産生 と,外 因性
のサ イ トカイ ンが細胞増殖 に及 ぼす影響 につ いて検討
したので報告す る.
対 象 お よび 方 法
1.培 養 材 料
症例1:46歳,女 性.1994年3月,右 根治 的腎摘除
術 を施 行 し,病 理 診断 は腎細 胞癌,alveolartype,
commontype,mixedsubtype,G2>G3>GI,
pT3a,pVla,pN2(3/35,傍大 静脈 リンパ節2/17,
大動静脈 間 リンパ節1/4),MO,stageIVであ った.
なお術 前 の検査値 と して,血 沈104/136mm(lhr/2
hr),CRP6.82mg/dl(正常 値 く0.3),α1-antitryp-
sin389mg/dl(190・-250),IL-617.6pg/mi(〈4),
IAPl,390μg/ml(<500)が認 め られた.術 後1カ 月
目には上記急性期炎症性蛋 白の正常化が 見 られた.再
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発予 防 に α一イ ン ター フェ ロ ン を使 用 して い たが,
1996年4月小 脳転移 が 出現 し,放 射線照 射 と α一イン
ターフェロ ン療法 を行 ったが,同 年10月死亡 した.な
お,剖 検 はで きなかった.
症例2:30歳,女 性.1994年12月腰椎転移 を有す る
腎細胞癌 に対 して右根治的腎摘除術 を施行 した.病 理
診 断 は腎細 胞癌,solidtype,spindlecellsubtype,
pT2,pVO,pNO,Ml,stageIVであ った.術 前 の
検 査 値 と して,血 小 板67.5万/mm3,血沈134mm
(lhr),CRP21.8mg/dl,IL-639.5pg/ml,IAP
2,050μg/mlが認め られた.術 後,腰 痛 に対 して腰椎
に放 射線照射,さ らに α一イ ンター フェロンを使 用 し
たが,術 後,約1カ 月の時点で多発性の肝転移,肺 転
移,縦 隔 リンパ節転移が 出現 した。明 らか な感染源 は
確 認 しえなか ったが,1月 上旬 よ り,39～40℃に至
る発 熱 と,白 血球 増 多(34,600/mm3,c£入 院時 は
7,000/mm3)が見 られ た.黄 疸 の増 悪やDICを 併 発
し術 後2カ 月で死亡 した.
2.培 養 方 法
1)細 胞培 養:そ れ ぞれの症例 の腎摘 除術 の際,2
cm角 の 腎 癌 組 織 を 勢 刀 に て 細 切 し,子 牛 血 清
(FCS:Gibco.1abo,,Grandisland,NY,USA)を
コー トした培養 フ ラス コ上 に静置 した.2～3週 後,
順調 に細胞増 殖 を示 し,そ の後 はEDTA+0,25%ト
リプシ ン(Sigma.Co.,StLouis,MO,USA)を用い
て細胞 の継代 を行 い,培 養液 としては10%FCS入 り
のRPMI1640mediumを使用 した.培 養細胞のマ イ
コプ ラズマ感 染 の有 無 はMycotest(Gibco.)を用 い
て細胞培 養上清中のadenosinephosphorylaseを測定
した.こ の実験 に使用 したマ ウス繊維 芽細 胞3T6は
JCRBよ り供与 をうけた.
2)細 胞 株 の 染 色 体 分 析:対 数 増 殖 期 に あ る
JMsu2,JMsu3細 胞 をo.05μ9/mlの濃 度 の コル
セ ミ ドで2時 間処 理 し トリプシ ン によ りsinglecell
化 した.KCI75mMを15分 間加 え酢酸 メタ ノー ルで
固定後,Giemsa染色 を行 った.そ れぞれ50個の細胞
についての検 討 を行 った.
DNA分 析,電 子顕微鏡検査 について は,先 に報告
した方法 を用 いた2β)
3)細 胞増殖 試験:JMsu2,JMsu3細 胞 増 殖 に
与 える種 々のサ イ トカイ ンの影響 を調べ るため,遺
伝 子 組 み換 え サ イ トカ イ ンIL-1β,IL-6,IL-8,
GM-CSF,G-CSF,tumorcytotoxicfactor/hepato.
cytegrowthfactor(TCF/HGF)5)を10μg/mlまで
の最終濃度で培養 液中に添加 した.7日 目の細胞数 を
血球 計算盤 を用いてカ ウン トし,無 刺激群 の細胞数 と
の比 を算 出,細 胞増殖 に及 ぼす影響 を判定 した.な お
G-CSFは中外 製薬 株式 会社,GM-CSFは シェ リン
グ ・プラウ株式 会社,IL-1βは大塚 製薬株式会社細胞
工 学 研 究 所,IL-6は 味 の 素 中 央 研 究 所,TCF/HGF
は 雪 印 乳 業 株 式 会 社 生 物 化 学 研 究 所 よ りそ れ ぞ れ 供 与
を 受 け 実 験 に 使 用 し た.IL-8はPetroTechinc.
(RockyHill,NJ,usA)より購 入 し た ・
4)サ イ ト カ イ ン測 定:JMsu2細 胞,JMsu3細
胞 の そ れ ぞ れ 継 代45,25代 目の7日 目 で フ ル シ ー ト と
な っ た 培 養 上 清 を 凍 結 し,IL-1cr,IL-1β,G-CSF,
GM-CSF,IL-6,IL-8の 濃 度 を そ れ ぞ れELISA法
を 用 い て 測 定 し た.ま た,こ の 測 定 に 用 い た キ ッ ト
はIL-1α:大 塚 製 薬ELISANo.655855(測 定 限 界 く
7.8pg/ml),IL-1rl:MedgenixRIANo.54923380
(測 定 限 界 く10pg/ml),G-CSF:カ イ ノ スEIA
No.CY-2100(測定 限 界 く10pg/ml),GM-CSF:ア
マ シ ャ ムELISANo.RPN2151(測 定 限 界 く8pg/
ml),IL-6:富士 レ ビ オCLEIANo.LCOIT(測 定 限
界 く0.2pg/ml),IL-8:東 レEHSANo.54923530
(測定 限 界 く12.5pg/ml)であ る.な お,こ の 測 定 は
SRLに 依 頼 し て 測 定 し た.な お,培 養 に 用 い た 培 養
液 単 独 で は,い ず れ の サ イ ト カ イ ン も測 定 限 界 以 下 で
あ っ た.
5)Ras癌 遺 伝 子 の 増 幅 と 再 構 成:107個 の
JMsu2細 胞,JMsu3細 胞 をGenomix(Talent社
抽 出 キ ッ ト)を 用 い て 処 理 し,抽 出 し たDNA5μg
をECoRI,BamHI,HindIII,sacl等 の 制 限 酵
素 で 処 理,0.7%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 を 行 っ
た(GibcoBRL社:HORIZONR11・-14使 用).ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 後,
以 下 の32Pラ ベ ル し たDNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ





6)K-Ras,N-Rasのcodon12,13,61の 点 突 然
変 異:lo7個 のJMsu2,JMsu3細 胞 よ り 上 記 方 法
を 用 い てDNAを 抽 出 し,ras遺 伝 子 をPCRを 用 い





GGTGAAACCTGTT(宝 酒 造 製)で あ る.使 用
し たtermalcyclerは,アス テ ッ ク 社 製 プ ロ グ ラ ム テ
ン プ コ ン ト ロ ー ル シ ス テ ムPC-700で あ り,条 件 と し
て,denaturation94℃1.5分,annealing55℃1分,
primerextension72℃1分を1サ イ ク ル と し て,計
35サ イ ク ル の 増 幅 を 行 っ た.増 幅 し たDNAは ,
SchleicherandSchuell社製 のMinifoldslotblotter,
SRC-96を 用 い てPall,Biodyneplus(BNXF3R)
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blottlngmembraneにプ ロ ノ ト.以 下 のwlldtypeに
対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ を用 い て ド ソ トプ





CAA-GAA-GAG-T(宝 酒 造 製).
結 果
上記 の症例1よ りえ られた細胞 は現在 まで55代,2
年7カ 月にわた り継代 してお り,細 胞の倍加時間 は継
代22代目で26.7時間,継 代49代目で172時間で あ っ
た.症 例2よ りえ られた細 胞 は現在 まで35代,1年10
カ月 にわた り継代 してい る.細 胞の倍加時間 は継代8
代 目で33.4時間,継 代26代目で31.0時間であ った.そ
れ ぞれ新 しい腎癌細 胞株JMsu2,3(11chlMedlcal
SchoolUrology2,3)と命 名 した いずれ も,FCS
依存性 は低 く,JMsu2細 胞 ではFcs2%,JMsu3
細胞 で はFCSO.2%で の継代 も可 能 であ った.な お
JMsu2細胞 とJMsu3細 胞 はそれぞれ継代45,25代
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細 胞 の倒 立顕 微鏡 像 をFlglに 示す が,JMsu2細
胞,JMsu3細 胞 とも敷石状配 列 を示 し,JMsu2細
胞 は多角形,JMsu3細 胞 は紡錘型 の細胞 形態 を呈 し
ていた.両 細胞 ともcontactmhibitionの消失,細 胞
のplllngなどの特徴が見 られた.
透過 型電子 顕微 鏡検査で は,JMSU2細 胞 において
豊 富 なグ リコーゲ ン穎粒や脂肪 滴,micrOVilliの存 在
な ど腎癌 細 胞由来 に矛盾 しない所 見が え られた 一
方,JMsu3細 胞 では比 較的microvill】は少 な く,細
胞膜 の一部 が突起様 の構造 を呈す る特徴 を有 していた
(F19.2).
フローサ イ トメー ター を用 いたDNA分 析 で は,
JMSu2細 胞 とJMsU3細 胞 は継代45代,25代の時点
で そ れ ぞれDNAmdexl.81,1」7と単 一 のaneu-
ploldpeakを示 した(結 果未掲載),G-bandlng法に
よる染色体分析 の結果(F193),JMsu2細胞 は84本
(4n)にモー ドを示す ヒ ト型染 色体で4個 のマー カー
染色体 とlp+3p-,6q-,8p一 な どの特徴,ま た
第4,5,10,12,13番染色体 の トリソ ミーが見 られ
た 一方,JMsu3細 胞 は55本にモ ー ドを有す る ヒ ト
型染色体 で一 つのマー カー染色 体 とlp-,1nv(5p+
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q-),性 染 色 体 欠 損 な ど の 特 徴,ま た 第2,
7,10,12番染色体 の トリソ ミーが観 察 され た.ま
た,JMsu3細 胞 は,ヌ ー ドマ ウス に可移 植 性 を示
し,組 織 学的 には,原 発巣類似の紡錘細胞の形態 を保
持 していた(Fig.4).
術 前,患 者血清 中の急性期炎症性蛋 白の上昇が観察
されたため,腎 癌細胞 による炎症性サ イ トカイ ン産生
の可 能性 につ いてJMsu2,JMsu3細 胞培 養上清 中
のサ イ トカ イ ンを測定 した(Table1).JMsu2細
胞,JMsu3細 胞 と もIL-1αを除 き,多 種 のサ イ ト
カイ ンを産生す る細胞株 であ ることが判明 した.特 に
JMsu3細 胞 で は高濃 度 のG-csF,IL-6とIL-8の
産 生が観 察 され た.こ れ らのサ イ トカ イ ン産 生 が,
RAS癌 遺伝子 活性化 に起 因す る可能性 につ いて の検
討 を行 った.2種 の細胞 について,サ ザ ンプロ ッテ ィ
ング法 に よるK-ras,H-ras,N-ras遺伝 子増 幅 と再
構 成 につい て検 討 した.ま た,PCR法 を用 いてK.
ras,N-ras遺伝 子 につ いて コ ドン12,13,61の点 突
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然変異 の存 在 を検討 したが,JMsu2、JMsu3細 胞
ともこれ らの癌遺伝子の増幅,再 構成 は認 め られず,
また上記の点突然変異 も観察 され なか った(結 果未記
載).
つ ぎに,外 因性 のG-CSF,GM-CSF,IL-1β,IL-
6,IL-8,TCF/HGFが細胞増殖 に及 ぼす影響 を調べ
た.JMsu3細 胞 はTcF/HGF添 加 に よって濃 度
依存性 に増殖促進作用が観 察 されたが,JMsu2細 胞
は逆 に高濃度 のTCF/HGF添 加 で細胞 増殖抑制作用
を認 めた(Fig.5).また,IL-1βは二 つ の細 胞株 に
対 して 増 殖抑 制 に働 い た(Fig.6).G-CSF,GM-
GSF,IL-6とIL-8はいず れ の細 胞 に も増殖促 進,



















われわれ は,今 まで2種 の腎癌細胞株 を樹立 し,
IL-1βやIL-6などの炎症性サイ トカイン産生 につい
ての検討を行 った.今 回,わ れわれは新たに2種類の
腎癌細胞株を樹立 した.1年 を越える長期の細胞培養
における継代,電 子顕微鏡検査で腎細胞癌由来に矛盾









しない所見(Fig.2),フローサイ トメ トリーを用い た
DNA分 析 で のaneuploidypattern,特徴 を有 す る ヒ
ト型 染色体(Fig,3),マイコプ ラズマ 陰性,さ らに
ヌー ドマ ウス可移植性 な どの条件 を満た し,新 しい腎
癌細胞 株JMsu2,JMsu3と 命 名 した.紡 錘細胞 型
腎細胞癌 由来の細 胞株 は稀 で,わ れわれが調べ えた範
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囲 内で は,林 らが 報告 したMR-}(MRV)細 胞 の一
株 のみで あった6)JMsu3細 胞 はヌー ドマ ウス移植
腫瘍 におい て原発巣類似 の紡錘細胞の形態が保持 され
て お り(Fig.4),紡錘 細胞 型腎細胞 癌 の研 究 に は有
用 な細胞株 と考 え られる.
両細胞株 を樹 立 した患者 は臨床 的 に術 前,血 中1レ
6の 上昇 やCRPの 高値が見 られたた め,癌 細胞 によ
る 炎 症 性 サ イ トカ イ ン産 生 の 有 無 を検 討 した.
JMsu2,JMsu3細胞培 養上 清 中 にIL-1α産生 は認
め られなか ったが,JMsu2,JMsu3細 胞 とも,IL-
1β,IL-6,IL-8,G-CSF,GM-CSFなど多様 なサ イ
トカ インを産生 してい ることが判明 した(Table1).
特 に,JMsu3細 胞 の培 養上清 には,無 刺激 の状態 で
高濃度のG-CSF,IL-6,IL-8が確認 された.
メラノーマ細胞 においてIL-1α,IL-6やTNFα産
生 の シ グナル と して,癌 遺伝子 で あ るN-rascodon
61の点突然 変異 の 関与 が報告 されてお り7),今回 わ
れわれ は点突然変異,遺 伝子増幅,遺 伝子再構成 につ
いて,N-ras,K-ras,H-rasの検 討 を行 ったが,残
念 なが らこれ らの異常 は指摘で きなか った.腎 細胞癌
において,H-rasのcodon61の点突 然変異 は51例中
1例 と頻度が低い ことが報告 されている8)ま た,H-
ras,K-ras,N-rasの点突然変異 は腎細胞癌 において
発現 頻度 が低 く稀 な現 象 であ る ことが報 告 されて い
る9)こ れ らの点 よ り判 断す る と腎細 胞癌 にお ける
IL-6などのサ イ トカイ ン産生誘 導の シグナル として
は別 の機序 を考 える必要があ ると思われた.腎 癌細 胞
増殖 の機序 を調べ る 目的で培養液 に種々のサ イ トカイ
ン を加 え,細 胞 増 殖 に 及 ぼす 影 響 を検 討 した.
TCF/HGFは,成 熟 肝細胞 に対 す る増殖 因子 で,尿
細管上皮 に対 して も増殖促進 に働 くことが示 されてい
る10).癌細 胞 におい て,多 くの上皮 由来 の癌 細胞 で
は高親和 性 のHGFレ セ プ ター を有 す るが,外 因性
のHGFに 対 しては,細 胞増殖 促 進 に働 く系 と,細
胞増 殖抑 制 に働 く系 の2種 が存在 す る と言 わ れてい
る11>今回の検討 では,JMsu2細 胞で は,高 濃度 の
1{GFは軽度 の細 胞増殖 抑制 を示 したが,JMsu3細
胞 は,濃 度依存性 に増殖促 進 を示 した(Fig,5).腎癌
細胞 に とって,HGFが 自己増殖促進 因子 であ る可能
性 につ い てJMsu3細 胞 自身 に よるHGF産 生の有
無,ま た細胞 膜 のHGFレ セ プ ターの測定 な どに よ
り,今 後検討 する必要 がある と考 え られた.一 方,外
因性 のIL-1βは両細胞株 の増殖抑 制に働 き(Fig.6),
腎癌 細胞 自身 に よるIL-1β産生 も認 め られ るこ とよ
り(Tabiel),われ わ れが 以前 報 告 した よ うに3>,
IL-1βは これ らの細 胞株 に とってautocrinegrowth
inhibitorである可能性 も考 え られた,
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